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Özet 


Amaç: Karbapenemler, Acinetobacter baumannii infeksiyonları- 
nın tedavisinde kullanılan en önemli geniş spektrumlu antibiyo- 
tiklerdir. Fakat dünya genelinde karbapenemlere direnç gittikçe 
artmaktadır. Bu çalışmamızda, karbapenem direnci saptanan A. 
baumannii suşlarında gözlenen OXA tipi karbapenemaz genleri- 
nin dağılımını, gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 
yöntemiyle incelemeyi ve epidemiyolojik veri sunmayı amaçladık. 
Yöntemler: Ocak 2016-Ocak 2018 arasında klinik örneklerden 
izole edilen karbapeneme dirençli 20 A. baumannii suşu çalış- 
maya dahil edildi. Bu suşlardan DNA izolasyonları gerçekleşti- 
rildi ve OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 karbapenemazla- 
rının genlerine spesifik primer ve TagMan probları kullanılarak 
gerçek zamanlı PCR yöntemiyle OXA karbapenemaz genlerinin 
dağılımı incelendi. 

Bulgular: Karbapeneme dirençli A. baumannii suşlarının 16 
(9080)'sının duyarlı olduğu tigesiklin bu suşlara bağlı infeksiyonlar 
için en iyi seçenekti. Tüm suşlarda bla, ,, ,, saptanırken, blâox, 2, 
sadece 1 (905) suşta saptandı. Yirmi suştan 10 (4050)"unda blaox, > 
ve blaoy, s, birlikteliği vardı. 

Sonuçlar: Karbapeneme dirençli A. baumannii suşlarındaki 
OXA tipi karbapenemazların dağılımında blaçy, ,, ve blâoyası 
birlikteliğinin daha sık olması dikkati çekmiştir. Gerçek zamanlı 
PCR gibi hızlı ve güvenilir sonuç verebilecek tekniklerle, böyle 
dirençli suşların rutin sürveyansları yapıldığında değerli epide- 
miyolojik veriler elde edilebilir. 
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Abstract 


Objective: Carbapenems are the most important broad spectrum 
antimicrobials used in the treatment of Acinetobacter bauman- 
nii infections, but resistance to carbapenems is increasing world- 
wide. In this study, we aimed to investigate the distribution of 
OXA-type carbapenemase genes observed in carbapenem-resis- 
tant A. baumanmnii strains by real-time polymerase chain reaction 
(PCR) method and to provide epidemiological data. 

Methods: Between January 2016 and January 2018, 20 carbape- 
nem-resistant A. baumannii strains from clinical specimens 
were included in the study. DNA isolations were performed, 
and distribution of OXA-type carbapenemase genes were ex- 
amined using primers and TagMan probes specific to genes 
of OXA-23, OXA-24, OXA-51 and OXA-58 carbapenemases by 
real-time PCR method. 

Results: Tigecycline was the best choice for carbapenem-resis- 
tant A. baumanmnii strains, of which 16 (8096) were susceptible 
to this antimicrobial. bla, ,, ,, was detected in all strains, while 
blaoya 5, Was detected in only 1 (590) strain. Of 20 strains, 10 
showed the presence of bla,,, ,, and bla,y, ç, Simultaneously. 
Conclusions: Simultaneous occurence of bla,,, ,, and blâoyaşı 
is remarkable in terms of distribution of OXA-type carbapen- 
emases in carbapenem-resistant A. baumannii strains. Valuable 
epidemiological data can be obtained by performing routine 
surveillance of such strains by means of technigues that can 
produce fast and reliable results such as real-time PCR. 
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Giriş 

Acinetobacter baumannii, zorlu koşullara karşı yüksek 
toleransı nedeniyle, hastanelerde nozokomiyal infeksiyonla- 
ra neden olabilen önemli bir fırsatçı patojendir (1,2). Birçok 
çalışmada, A. baumannii'nin antimikrobiyallere karşı çok 
hızlı bir şekilde direnç geliştirdiği ve klinik örneklerden çoklu 
ilaç dirençli (MDR) suşların izole edildiği bildirilmektedir (3). 
MDR suşların ortaya çıkışı, infeksiyonların tedavisinde geniş 
spektrumlu antibiyotiklere başvurulmasını gerektirmektedir 
(4). A. baumanmnii infeksiyonlarının tedavisinde 1990'ların 
sonundan itibaren karbapenemler kullanılmaya başlanmıştır 
(5). A. baumanmnii infeksiyonlarının tedavisinde kullanılan en 
önemli geniş spektrumlu antibiyotikler olmakla birlikte dün- 
ya genelinde karbapenemlere direnç bildiren yayın sayısı da 
gün geçtikçe artmaktadır (6). Karbapenemlere karşı gelişen 
direncin moleküler temelinde, kombine olarak, hem oksasi- 
linaz (OXA) tipi karbapenemazların sentezlenmesinde artış, 
hem de enzimatik olmayan mekanizmalar sorumlu tutulmak- 
tadır (4). OXA tipi karbapenemazlar, karbapenem direnciyle 
ilişkili B-laktamaz üretimine neden olan grup 2 (Ambler sınıf 
D) enzim kümeleridir. Bu kümeyi temsilen de karbapenem 
hidrolize eden enzimlerle ilişkili, genellikle doğal olarak bu- 
lunan OXA-51 ve kazanılmış OXA-23, OXA-24 ve OXA-58 öne 
çıkmaktadır (6,7). 

Karbapeneme dirençli suşlar, tedavisi zor ve mortalite 
hızı yüksek infeksiyonlarla kendini gösterdiği için bu dirence 
neden olan karbapenemaz genlerinin dağılımının incelenme- 
si önemlidir (8). Ayrıca klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında 
kullanılan fenotipik antibiyotik duyarlılık testleri, çoklu diren- 
ce sahip suşlar için güvenilir olmayabilmekte ve sonuçların 
alınması için günler gerekmektedir. Moleküler biyoloji temelli 
tekniklerle suşun taşıdığı gen, genotipik olarak, klasik yön- 
temlere göre daha hızlı belirlenebilmektedir (6). Bu bilgiler 
ışığında, karbapenem direnci saptanan A. baumannii suşla- 
rında OXA tipi karbapenemaz genlerinin dağılımını gerçek 
zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile incelemeyi ve 
epidemiyolojik veri sunmayı amaçladık. 


Yöntemler 

Çalışmada, 2016 Ocak-2018 Ocak tarihleri arasında iki yıl- 
lık dönemde çeşitli kliniklerde yatan hastaların klinik örnek- 
lerinden elde edilen karbapeneme dirençli 20 A. baumannii 
suşu kullanıldı. Aynı hastadan izole edilen suşlardan sadece 
biri çalışmaya dahil edildi. 

Karbapeneme dirençli A. baumannii suşlarının tanım- 
lanması ve antibiyotik duyarlılıklarının belirlenmesi: Suşlar, 
Gram boyaması, oksidaz testi, üç şekerli demirli besiyerin- 
de üreme ve hareket özelliği gibi konvansiyonel yöntemle- 
rin yanı sıra, Phoenix'M 100 (Becton Dickinson, Sparks, MD, 
ABD) otomatize sistemi kullanılarak üretici firmanın öne- 
rileri doğrultusunda tanımlandı. Amikasin, aztreonam, se- 
fepim, seftazidim, siprofloksasin, meropenem, imipenem, 
ertapenem, ampisilin-sulbaktam, piperasilin-tazobaktam, 
trimetoprim-sülfametoksazol ve tigesikline duyarlılıklarının 
tespiti için Mueller-Hinton agarında disk difüzyon yöntemi 
kullanıldı (9). Clinical and Laboratory Standards Institute 
(10) sınır değerleri dikkate alındı. 

DNA izolasyonu: Karbapeneme dirençli A. baumannii 
suşlarından genomik DNA izolasyonları High Pure PCR Temp- 
late Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 
Almanya) kullanılarak üretici firmanın direktifleri doğrultu- 
sunda gerçekleştirildi. Elde edilen DNA'lar, gerçek zamanlı 
PCR işlemleri yapılana kadar -209C'de saklandı. 

OXA tipi karbapenemazların gerçek zamanlı PCR ile sap- 
tanması: Çalışmaya dahil edilen karbapeneme dirençli 20 A. 
baumannii suşundan elde edilen DNA"lar, LightCycler9 480 Il 
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) sistemiyle, 
OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 karbapenemazlarının 
genlerine spesifik primer ve TagMan probları kullanılarak 
üretici direktifleri doğrultusunda incelendi (6). Karbapene- 
maz genlerinin saptanmasında kullanılan primer ve prob dizi- 
leri Tablo 1'de gösterilmiştir. 

Gerçek zamanlı PCR çalışmasında spesifik primer ve 
problarla birlikte LightCycler9 480 Probes Master (Roche Di- 
agnostics GmbH, Mannheim, Almanya) kiti kullanıldı. Gerçek 


Tablo 1. OXA-23, OXA-24, OXA-51 ve OXA-58 Tipi Karbapenemaz Genlerini Saptamak İçin Kullanılan Primer ve Prob Dizileri 


Primer/Prob Oligonükleotid Dizisi (5'—3') 


Pozisyon GenBank* No. o Amplikon Boyu (bp) 


OXA-23-FOR Oo GACACTAGGAGAAGCCATGAAG 351-372 
OXA-23-REV Oo CAGCATTACCGAAACCAATACG 445-466 
OXA-23 Prob Oo 6-FAM-CCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGA-BHO-1 385-408 oOHM772981.1 116 
OXA-24-FOR OoOGATGACCTTGCACATAACCG 550-569 
OXA-24-REV Oo CAGTCAACCAACCTACCTGTIG 680-700 
OXA-24 Prob o TET-AGTAACACCCATTCCCCATCCACTTTT-IABkFO 652-678 o AJ239129.2 151 
OXA-51-FOR Oo TGTCTAAGGAAGTGAAGCGTG 431-451 
OXA-51-REV Oo AACTGTGCCTCTTGCTGAG 524-542 
OXA-51 Prob Oo TexRd-XN-ACTTGGGTACCGATATCTGCATTGCC-BHO-2 460-485 Oo CP001182.1 112 
OXA-58-FOR Oo AAGATTTTACTTTGGGCGAAGC 356-377 
OXA-58-REV Oo CAACTTCCGTGCCTATTTGC 477-496 
OXA-58 Prob Oo Cy5-TGGACCAATACGACGTGCCAATTCT-IAbROSp 408-432 o CP000864.1 141 


FOR: “forward”, REV: “reverse”, bp: “base pair”, 6-FAM, BHO-1, TET, IABkFO, TexRd-XN, BHO-2, Cy5, I(AbROSp: floresan boyalar. 
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Tablo 2. Karbapeneme Dirençli Acinetobacter baumannii 
Suşlarının Disk Difüzyon Testiyle Antimikrobiyal Ajanlara 
Duyarlılıkları 


Antimikrobiyal Duyarlı Orta Dirençli 
Ajan Sayı (90) Sayı (90) oSayı (90) 
Amikasin 4 (20) O (0) 16 (80) 
Ampisilin-sulbaktam 1 (5) 0 (0) 19 (95) 
Aztreonam 0 (0) 1. (5) 19 (95) 
Ertapenem 0 (0) o (0) 20 (100) 
Meropenem o (0) o (0) 20 (100) 
İmipenem 0 (0) 0 (0)  20(100) 
Piperasilin-tazobaktam 1 (8) 0 (0) 19 (95) 
Seftazidim 0 (0) o (0) 20 (100) 
Sefepim 0 (0) o (0) 20 (100) 
Siprofloksasin 0 (0) o (0) 20 (100) 
Sülfametoksazolirimetoprim 2 (10) 0 (0) 18 (90) 
Tigesiklin 16 (80) O (0) 4 (20) 


Tablo 3. Karbapeneme Dirençli Acinetobacter baumannii 
Suşlarında OXA Tipi Karbapenemaz Genlerinin Dağılımı 


OXA Karbapenemaz Pozitif Negatif 

Genleri Sayı (9b) Sayı (96) 
blaoya 23 12 (60) 8 (40) 
blaoxa zı 1 (5) 19 (95) 
play 20 (100) 0 (0) 
bla 8 (40) 12 (60) 


OXA-58 


Tablo 4. Karbapeneme Dirençli Acinetobacter baumannii 
Suşlarında OXA Tipi Karbapenemaz Gen Kombinasyonlarının 
Dağılımı 


OXA Karbapenemaz Genlerinin 


Kombinasyonu Sayı (9) 
beli 1. (5) 
blaoxaz; * blaoyxası 10 (50) 
blaoxa zı * blâoxası LK) 
blâoxa sı * blaoxa se 6 (30) 
blâoya a3 * blâoxa sı * blâoxa 58 2 (10) 


zamanlı PCR protokolü olarak 959C'de 10 dakika denatüras- 
yonu takiben, amplifikasyon 959C'de 30 saniye ve 60'C'da 60 
saniye süresince 45 siklus olarak gerçekleştirildi. 


Bulgular 

Karbapeneme dirençli A. baumannii suşlarının antimik- 
robiyal ajanlara duyarlılıkları incelendiğinde en iyi seçeneğin 
tigesiklin (9080) olduğu bulundu. Tigesiklini, amikasinin takip 
ettiği ve bu antibiyotik için karbapeneme dirençli suşların 
“020 duyarlılığa sahip olduğu saptandı (Tablo 2). 


Çalışmamıza dahil edilen karbapeneme dirençli 20 A. ba- 
umannii suşunun tamamında bla, ,, ,, saptanırken, bla 
sadece 1 (905) suşta saptandı (Tablo 3). 

OXA tiplerinin suşlardaki dağılımı incelendiğinde 10 


OXA-24 


(9050) suşta bla, ,, ve bla,y, sı birlikteliğinin olduğu, bunu 6 
(9030) suşla blâçyı , ve blâoya sp birlikteliğinin takip ettiği ve 2 
(2610) suşta blaoyx, ,, blâoxa sı ve blâoya sp birlikteliğinin olduğu 


saptandı (Tablo 4). 


İrdeleme 

Karbapenemler, yüksek derecede etkili ve düşük toksisi- 
teye sahip oldukları için A. baumannii infeksiyonlarının bi- 
rinci basamak tedavisinde kullanılırlar (11,12). Bu nedenle, 
karbapeneme dirençli A. baumannii suşlarının ortaya çıkması 
ve hızla yayılması küresel anlamda ciddi bir halk sağlığı teh- 
dididir (13). Karbapenem direnci söz konusu olduğu zaman 
polimiksinler, tigesiklin ve aminoglikozidler tedavi seçenekle- 
ri arasındadır; ancak bunlara karşı da direnç gelişebilmekte- 
dir (12). 

Ülkemizde yapılan çalışmalar arasında, Alada ve arka- 
daşları (14)'nın 2017 yılında yaptıkları çalışmada, seftazidime 
95, ampisilin-sulbaktama “080, piperasilin-tazobaktama 
075 direnç bildirilmiştir. Kuşcu ve arkadaşları (15) 2009 yılın- 
da yaptıkları çalışmalarında, imipeneme dirençli A. bauman- 
nii suşlarında tigesikline 9026, trimetoprim-sülfametoksazo- 
le 9680, amikasine 986.8, piperasilin-tazobaktama “092.6, 
seftazidime “087.7 direnç olduğunu bildirmişlerdir. Savcı ve 
arkadaşları (16) 2015 yılında yaptıkları çalışmada, tigesikline 
015, amikasine 9665, trimetoprim-sülfametoksazole 9066, 
sefepim ve seftazidime 9093, ampisilin-sulbaktama 9095 di- 
renç bildirmişlerdir. Uluslararası yayınları incelediğimizde, Li 
ve arkadaşları (17)'nın 2018 yılında yaptıkları bir çalışmada 
tigesikline 9617.5, sefepime “096.3, amikasine 90100, seftazi- 
dime 90100 oranında direnç bildirildiği görülmektedir. Evans 
ve arkadaşları (18) 2017 yılında yaptıkları çalışmalarında tige- 
sikline 963, amikasin ve ampisilin-sulbaktama 681.6 direnç 
bildirmiştir. Çalışmamızın antibiyotik direnç verilerinin, ulu- 
sal ve uluslararası verilerle uyumlu olduğu ve çalışmamızda 
olduğu gibi tigesiklinin en iyi seçenek olduğu görülmektedir. 

Çalışmamızda OXA tipi karbapenemaz genlerinin belir- 
lenmesi için gerçek zamanlı PCR'dan yararlanıldı ve bla, 
çin tüm suşlarda olduğu saptandı. Çiftçi ve arkadaşları 
(7)'nın 2013 yılında ülkemizde yaptıkları çok merkezli çalışma 
incelendiğinde, 834 suşun tamamında bla, ,, ,, saptandığı, 
fakat bla, ,, ,, saptanmadığı görülmektedir. Bizim çalışma- 
mızda da bu çalışmaya benzer şekilde tüm suşlarda bla, 
bulunurken, sadece bir suşta bla, ,, ,, ve bla, ,, ,, pozitifliğini 
birlikte saptadık. bla, ,, ,, için yapılan çalışmalar incelendiğin- 
de, Ning ve arkadaşları (13)'nın 2017 yılında yaptıkları çalış- 
mada, bla, ,, ,, pozitifliğinin 094 (101 suşun 95'i) seviyesinde 
olduğu görülmektedir. Huang ve arkadaşları (6), 2012 yılında 
yaptıkları çalışmada, 46 A. baumannii suşunun tamamın- 
da blaçya çı. 40'ında blâçy, 3. birinde blaçy, s, saptamışlardır. 
Yang ve arkadaşları (19), 2010 yılında yaptıkları çalışmada, 
192 suşun tamamında bla, ,, ,,. 703.65'inde sadece bla,y, sı, 
9095.83'ünde blaçy, >, ve blâoy, s, birlikteliği bildirmiştir. Mav- 
roidi ve arkadaşları (20), 2015 yılında Yunanistan'da yaptıkları 
çalışmada, 42 suşun 28'sinde bla ve bla birlikteliği, 


OXA-51 


OXA-23 OXA-51 
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7'sinde blapy, 5, ve blaoxa se birlikteliği ve 7'sinde de blapya asr 
blâoxa sı ve blâçya şe, birlikteliği bildirmişlerdir. Çalışmamızın 
sonuçları incelendiğinde, verilerin benzerlik gösterdiği görül- 
mektedir. Biz de bu çalışmalara benzer şekilde suşlarımızda, 
blâçyx, >, ve bla birlikteliğinin en yüksek düzeyde olduğu- 
nu saptadık. 

Sonuç olarak, çalışmamızın verileri, karbapeneme di- 
rençli A. baumannii suşlarının tedavisinde, tigesiklinin iyi bir 
seçenek olabileceğini, OXA tipi karbapenemazlarda bla,x, >; 
ve bla, ,, ,, birlikteliğinin daha sık olduğunu göstermektedir. 
Bu veriler, ülkemizde gözlenen OXA tipi karbapenemazları ve 
bunların epidemiyolojik olarak durumlarını göstermesi açı- 
sından önemlidir. Gerçek zamanlı PCR gibi hızlı ve güvenilir 
sonuç verebilecek tekniklerle, bu suşların rutin takiplerinin 
yapılabileceği ve epidemiyolojik veri sağlanabileceği kanaa- 
tindeyiz. 


OXA-51 
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